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Resumen 
El concepto de Química Analítica Ecológica ha adquirido gran importancia en los 
últimos años. La Química Analítica Ecológica busca reducir principalmente las 
cantidades de disolventes y productos químicos tóxicos utilizados en el análisis 
químico, por lo que recomienda la miniaturización de los métodos de extracción 
convencionales para reducir el nivel de consumo de productos químicos. Por ello, la 
miniaturización de la preparación de la muestra ha logrado un desarrollo en los últimos 
tiempos con las técnicas de microextracción en fase sólida y en fase líquida en sus 
diferentes modalidades.  
En este trabajo se presenta el desarrollo de un nuevo método de microextracción 
líquida dispersiva, en la que se emplean líquidos iónicos para la extracción de 
antioxidantes, seguida de cromatografía de líquidos.  La optimización del método se 
realiza mediante el diseño estadístico de experimentos, que consiste en planear un 
experimento para obtener datos apropiados, que pueden ser analizados mediante 
métodos estadísticos, con objeto de obtener conclusiones válidas y objetivas. 
 
Palabras clave: antioxidantes, microextracción líquida dispersiva, líquido iónico, 
diseño estadístico de experimentos, cromatografía de líquidos.  
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Abstract 
Green Analytical Chemistry has become a very popular issue in the past few years. 
The Green Analytical Chemistry looks to reduce the amounts of solvents and toxic 
chemicals used in chemical analysis, so miniaturization of conventional extraction 
methods to reduce the level of consumption of chemicals is recommended. Due to this, 
miniaturization of sample preparation methodologies has significantly increased with 
the development of a great number of solid phase and liquid phase microextraction 
techniques.  
This work presents the development of a new extraction method for the 
determination of antioxidants by dispersive liquid-liquid microextraction based on ionic 
liquids, followed by liquid chromatography. The optimization method is performed 
using the statistical design of experiments, which consists in planning an experiment to 
obtain appropriate data that can be analysed using statistical methods, in order to 
produce valid and objective conclusions. 
 
Keywords: antioxidants, dispersive liquid-liquid microextraction, ionic liquid, 
statistical design of experiments, liquid chromatography. 
 
  
III 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Quiero agradecer en primer lugar a mi tutora la Dra. Lorena Vidal Martínez por toda 
la ayuda y facilidades que me ha dado, también a Elena Fernández Martínez por 
prestarme su tiempo para ayudarme cuando más lo necesitaba y también a todo el 
equipo que esta con ellas. 
  
IV 
 
ÍNDICE 
 
1. Introducción ............................................................................................................... 1 
1.1 Antioxidantes ............................................................................................................... 1 
1.2 Técnicas de microextracción en fase líquida ............................................................. 5 
1.3 Técnicas de microextracción con líquidos iónicos .................................................... 8 
1.4 Diseño estadístico de experimentos .......................................................................... 11 
1.4.1 Diseño factorial .......................................................................................... 15 
1.4.2 Diseño factorial fraccionado ....................................................................... 16 
1.4.3 Diseño de superficie de respuesta ............................................................... 17 
2. Objetivo .................................................................................................................... 19 
3. Parte experimental .................................................................................................... 20 
3.1 Reactivos .................................................................................................................... 20 
3.2 Instrumentación ........................................................................................................ 20 
3.3 Herramientas estadísticas ......................................................................................... 21 
3.4 Microextracción líquida dispersiva con generación in-situ del líquido iónico ..... 21 
4. Resultados y Discusión .............................................................................................. 22 
4.1 Estudio de las condiciones cromatografías ............................................................. 22 
4.2 Estudio del efecto de diferentes sales para la formación del IL insoluble ............ 24 
4.3 Optimización del método de extracción mediante diseño de experimentos ......... 25 
4.3.1 Diseño de cribado ....................................................................................... 25 
4.3.2 Diseño de superficie de respuesta ............................................................... 31 
5. Conclusiones ............................................................................................................. 35 
6. Referencias................................................................................................................ 36 
 
 
 
 
 
 
V 
 
ÍNDICE DE FIGURAS 
Figura 1. Microextracción en gota en sus modalidades (a) de espacio de cabeza (HS-
SDME) y (b) de inmersión directa (DI-SDME) ............................................................... 6 
Figura 2. Diferentes configuraciones para HF-LPME: (a) configuración convencional y 
(b) modalidad de microextracción en barra solvente (SBME) ......................................... 7 
Figura 3. Esquema de los diferentes pasos del procedimiento de DLLME .................... 8 
Figura 4. Estructura de los cationes y aniones más frecuentes de los ILs [13] ............... 9 
Figura 5. Esquema de los diferentes pasos del procedimiento de in-situ IL-DLLME .. 11 
Figura 6. Modelo general de un proceso o sistema ....................................................... 12 
Figura 7. Estudio de la señal obtenida a diferentes longitudes de onda ........................ 23 
Figura 8. Cromatograma obtenido con la mezcla de los tres antioxidantes .................. 24 
Figura 9. Cromatograma de las extracciones preparadas con sal LiNTF2 .................... 25 
Figura 10. Cromatograma de las extracciones preparadas con sal KPF6 ...................... 25 
Figura 11. Perfil cromatográfico de las extracciones de la 1 a la 6 ............................... 27 
Figura 12. Perfil cromatográfico de las extracciones de la 7 a la 12 ............................. 28 
Figura 13. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la catequina ............................................................................................... 29 
Figura 14. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la epicatequina .......................................................................................... 29 
Figura 15. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la quercetina .............................................................................................. 30 
Figura 16. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la catequina ...... 33 
Figura 17. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la epicatequina . 33 
Figura 19. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la quercetina ..... 34 
  
VI 
 
ÍNDICE DE TABLAS 
Tabla 1. Clasificación de los antioxidantes según el tipo de sistema de defensa de los 
antioxidantes y su mecanismo de acción .......................................................................... 2 
Tabla 2. Propiedades y estructura de los antioxidantes utilizados en el trabajo .............. 5 
Tabla 3. Programa de Elución 1 .................................................................................... 22 
Tabla 4. Programa de Elución 2 .................................................................................... 22 
Tabla 5. Variables experimentales, niveles y matriz de experimentos del diseño de 
Plackett-Burman ............................................................................................................. 26 
Tabla 6. Punto central, nivel superior, nivel inferior y puntos estrellas de las dos 
variables experimentales consideradas y matriz del diseño CCD .................................. 32 
Tabla 7. Condiciones óptimas para realizar la extracción ............................................. 34 
  
VII 
 
GLOSARIO DE TÉRMINOS Y ACRÓNIMOS 
[C6mim][Cl] Cloruro de 1-hexil-3-metilimidazolio 
[C6mim][PF6] Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio 
CCD Diseño central compuesto 
DI-SDME Microextracción en gota de inmersión directa 
DLLME Microextracción líquida dispersiva 
HF-LPME Microextracción en fibra hueca 
HS-SDME Microextracción en gota en espacio de cabeza 
ILs Líquidos iónicos 
In-situ IL-DLLME Microextracción líquida dispersiva in-situ con 
líquidos iónicos 
LC Cromatografía de líquidos 
LOO Radical Peroxilo 
LPME Microextracción en fase líquida 
PAT Proceso analítico total 
RLs Radicales Libres 
SBME Microextracción en barra solvente 
SDME Microextracción en gota 
VOCs Compuestos orgánicos volátiles 
1 
 
1. Introducción 
1.1 Antioxidantes 
Un antioxidante se podría definir como una molécula que, a bajas concentraciones y 
en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidación de dicho sustrato. 
La oxidación es una reacción química de transferencia de electrones de una sustancia a 
un agente oxidante. Las reacciones de oxidación pueden producir radicales libres (RLs) 
que comienzan reacciones en cadena que dañan las células. Se podría decir que un 
antioxidante es un agente protector. Dentro de este heterogéneo grupo se pueden 
distinguir muchas clasificaciones, una clasificación que se definiría según la defensa 
antioxidante y por el otro lado las defensas antioxidantes en función del mecanismo de 
acción [1]. 
Dentro de las defensas antioxidantes podemos encontrar, defensas primarias cuya 
función es prevenir el fenómeno oxidativo impidiendo así la formación del RL. En este 
grupo se podría incluir la vitamina E, el ácido ascórbico, β-Carotenos, ácido úrico y 
algunas encimas como superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa, catalasa y DT-
diaforasa. Por otro lado tenemos las defensas antioxidantes secundarias, que tienen un 
papel ya no tanto de protección ni de prevención sino de eliminación. Se encargan de 
eliminar los productos nocivos formados, impidiendo una acumulación indeseable. En 
este grupo se incluyen, por ejemplo, las enzimas encargadas de la reparación del DNA 
entre otras [1]. 
En el grupo de las defensas antioxidantes en función del mecanismo de acción se 
pueden hacer distintos subgrupos como pueden ser: antioxidantes de prevención, 
antioxidantes eliminadores de RLs y sistemas enzimáticos de reparación o de síntesis de 
novo (Tabla 1) [1]. 
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Tabla 1. Clasificación de los antioxidantes según el tipo de sistema de defensa de los 
antioxidantes y su mecanismo de acción. 
Tipo del sistema de 
defensa 
Mecanismo de acción Nombre del antioxidante 
Antioxidante de 
prevención 
Impiden la formación del 
RL: 
- Descomposición no 
radical de LOO y 
H2O2 
- Secuestro del metal 
por quelación 
- Inactivación del O2 
activo 
- Catalasa, glutatión 
peroxidasa y S-
tranferasa 
- Transferrina, 
ceruloplasmina, 
haptoglobina 
- Superóxido 
dismutasa, 
carotenoides 
Antioxidantes 
eliminadores de radicales 
Renuevan radicales al 
inhibir el inicio de la 
cadena y romper la 
propagación de ésta 
- Lipofílicos: 
Ubiquinol, 
vitaminas A y E, 
carotenoides 
- Hidrófilos: Ácido 
úrico, ácido 
abscórbico, 
albúmina, 
bilirrubina 
- Polifenoles 
(quercetina, 
epicatequina, 
catequina, etc.) 
Enzimas de reparación y 
de novo 
Reparan los daños y 
reconstruyen la membrana 
- Enzimas de 
reparación del 
DNA, proteasas, 
transferasas, lipasas. 
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Dentro de este amplio grupo de sustancias antioxidantes se pueden destacar los 
siguientes sistemas antioxidantes como relevantes: superóxido dismutasa (SOD), 
catalasa, glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, glutatión transferasa, 
mieloperoxidasa, cloroperoxidasa, lactoperoxidasa, carotenoides, vitamina A, vitamina 
E, vitamina C, ácido úrico, coenzimas Q, tioles y polifenoles. De todos ellos nos 
centraremos en los polifenoles [1]. 
Los polifenoles constituyen un amplio y variado grupo de compuestos que se pueden 
dividir en: Ácidos hidroxibenzoicos, ácidos hidroxicinámicos, estilbenos, lignanos y 
flavonoides, siendo estos últimos, probablemente, los polifenoles vegetales más 
abundantes. Dentro del grupo de los fenoles podemos encontrar 6 subgrupos, 
antiocianinas o antocianidinas, flavonas (apigenina), flavonoles (quercetina), flavanonas 
(naringenina), flavanoles (epicatequina, catequina) e isoflavonas (genistéina). Su poder 
antioxidante depende en mayor parte del número de anillos fenólicos, del número y 
posición de los grupos hidroxílicos y de los dobles enlaces presentes en la molécula [1].  
Al tratarse de un grupo tan abundante en la naturaleza, los polifenoles siempre han 
sido objeto de estudio en relación a los beneficios que estos nos pueden aportar. Entre 
estos beneficios se ha visto que un consumo moderado de antioxidantes (más 
concretamente flavonoides) hace que disminuya la incidencia de patologías vasculares, 
ictus isquémicos y cáncer [1]. En relación a las patologías vasculares, se piensa que 
puede estar relacionado con la propiedad de los antioxidantes de inhibir la agregación 
plaquetaria, de modular la función endotelial y con sus propiedades antihipertensivas 
[2]. Existe evidencia experimental que las catequinas pueden inhibir la formación de 
células espumosas y reducir la progresión de la arterosclerosis.  
Uno de los posibles mecanismos de los antioxidantes en la prevención de las 
enfermedades cardiovasculares podría ser la prevención de la oxidación de las LDL. Se 
ha visto que algunos flavonoides como la catequina y la quercetina pueden captar 
especies reactivas de oxígeno (superóxido (02- ), agua oxigenada (H2O2) o ácido 
hipocloroso (HOCl), que pueden dañar lípidos, proteínas y ADN [2]. Para la 
arterosclerosis no está muy claro el mecanismo de acción que se puede llevar a cabo 
para su prevención o disminución. 
Por otro lado, cuando hablamos de la prevención del cáncer, los antioxidantes actúan 
de diferente manera, los primeros en publicar los efectos inhibitorios de las catequinas 
en el cáncer fueron Yoshizawa y col. [3] en 1987 que estudiaron los efectos inhibitorios 
del uso tópico de la (-)-epigallocatechin-3-gallate frente al tumor de piel en ratones. En 
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diferentes estudios se han comprobado tanto en ensayos con animales como en estudios 
con humanos que los polifenoles del té ayudan a prevenir el cáncer. Estos pueden tener 
diferentes mecanismos de acción como por ejemplo: Inducción de enzimas 
detoxificantes de fase II, inhibición de las actividades AP-1 a través de la inducción de 
la expresión de Fra (transcriptor oncogénico), activación de las quinasas MAPK, la 
quinasa ERK2 y la quinasa JNK1 y scavenging directo de las ERO, y/o inhibición de la 
proliferación celular consecuencia de la inhibición de la fosforilación proteica [1]. 
Algunos estudios han intentado relacionar el consumo de té verde o extracto de té 
(ricos en cafeína y en catequinas) con la pérdida de peso y el cambio en la composición 
corporal, pero los resultados no fueron estadísticamente significativos sobre él 
porcentaje de masa grasa de los individuos adultos con sobrepeso u obesidad [4]. 
Por otro lado, hay estudios que sugieren que los fenoles de la dieta pueden tener 
acción prooxidante y citotóxicas en ciertas condiciones y con unas cantidades elevadas 
de antioxidantes. 
 Por ello, es impórtate saber que es más frecuente encontrar mayor cantidad de 
antioxidantes en alimentos de origen vegetal (frutas y verduras) y muchas plantas 
medicinales o de uso fitoterapico como pueden ser el té (verde, negro, rojo, etc) y 
determinar qué cantidad exacta de antioxidantes tienen dichos alimentos.  
Entre los antioxidantes más abundantes en los alimentos de origen vegetan se 
encuentran la catequina, la epicatequina y la quercetina y por ello han sido objeto de 
estudio en este trabajo (Tabla2). 
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Tabla 2. Propiedades y estructura de los antioxidantes utilizados en el presente trabajo. 
Antioxidantes Peso Molecular 
(g/mol) 
Log P Estructura 
Catequina 290,27 0.610 
 
Epicatequina 290,27 0.610 
 
Quercetina 302,24 1.989 
 
 
1.2 Técnicas de microextracción en fase líquida 
La Química analítica ecológica
 
[5] busca reducir principalmente las cantidades de 
disolventes y productos químicos tóxicos utilizados en el análisis químico, por lo que 
recomienda la miniaturización de los métodos de extracción convencionales para 
reducir el nivel de consumo de productos químicos. En los últimos años, la 
investigación se ha centrado, entre otros, en miniaturizar métodos clásicos de 
extracción, como la extracción en fase líquida (LLE) y la extracción en fase sólida 
(SPE). Los métodos de microextracción líquida, en comparación con los métodos 
convencionales, son más simples, más rápidos, de menor coste, de menor consumo de 
muestra y reactivos, un consumo casi nulo de disolventes orgánicos, proporcionan 
elevados factores de enriquecimiento y son accesibles a cualquier laboratorio [5,6].  
La microextracción en fase líquida apareció durante la segunda mitad de la década de 
los noventa como una técnica que minimizaba la cantidad de disolventes y muestra 
empleados en la extracción y simplificaba las operaciones de laboratorio [7]. La LPME 
puede definirse como una miniaturización de la técnica de extracción líquido-líquido en 
el que el volumen de extractante es igual o inferior a 100 L [8]. Las principales 
modalidades de LPME son: (1) microextracción en gota (SDME); (2) microextracción 
en fibra hueca (HF-LPME); y (3) microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME).  
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En SDME
 
[9] los analitos son extraídos a una gota de disolvente que, en el 
procedimiento convencional, es suspendida de la punta de la aguja de una jeringa, la 
cual puede ser sumergida directamente en la disolución, dando lugar a la modalidad de 
inmersión directa (DI-SDME) (Figura 1b), o colocada en el espacio de cabeza sobre la 
misma (HS-SDME) (Figura 1a). Esta última modalidad es utilizada en el caso de 
analitos volátiles o semivolátiles, así como analitos que pueden convertirse en especies 
volátiles. Los problemas asociados a esta modalidad de microextracción son la 
inestabilidad de la gota suspendida en la punta de la jeringa, los elevados tiempos de 
extracción necesarios y los bajos factores de enriquecimiento que se obtienen.  
 
 
Figura 1. Microextracción en gota en sus modalidades (a) de espacio de cabeza 
(HS-SDME) y (b) de inmersión directa (DI-SDME).  
En HF-LPME el disolvente extractante es protegido por una membrana de fibra 
hueca que forma una barrera entre la muestra y la fase aceptora por lo que esta 
modalidad de microextracción puede ser utilizada en muestras con matrices sucias. Se 
pueden diferenciar dos modalidades de extracción en función de los disolventes 
implicados: (1) modalidad de dos fases, en la que el extractante, normalmente el 
disolvente orgánico, se introduce en el lumen de la fibra y en sus poros para la 
extracción del analito desde la fase acuosa; y (2) modalidad de tres fases, en la que los 
analitos son transferidos desde la muestra acuosa hacia el disolvente orgánico 
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inmovilizado en los poros de la fibra y después son extraídos por una fase aceptora 
diferente, normalmente acuosa, situada en el lumen de la fibra. En esta modalidad de 
LPME se han observado pérdidas irreproducibles del disolvente en los poros de la fibra 
lo que conduce a desviaciones importantes entre extracciones. En la Figura 2 se 
muestran dos configuraciones diferentes para HF-LPME [10]. En la configuración 
convencional (Figura 2a), la fibra es sellada por uno de sus extremos y colocada en la 
aguja de una jeringa para introducirla en la muestra. En la modalidad de 
microextracción en barra solvente (SBME), la fibra sellada por sus dos extremos se 
sumerge directamente en la disolución (Figura 2b). 
 
            
Figura 2. Diferentes configuraciones para HF-LPME: (a) configuración 
convencional y (b) modalidad de microextracción en barra solvente (SBME). 
Y por último, la DLLME está basada en la dispersión del disolvente extractante en el 
seno de la muestra líquida con el fin de aumentar el área de contacto entre ambas fases y 
así alcanzar el estado de equilibrio en un periodo corto de tiempo [11,12]. La DLLME 
convencional trabaja con un sistema de tres componentes en el cual un disolvente 
orgánico extractante es disuelto en un líquido dispersante (e.g., acetona o metanol) que 
debe ser miscible tanto en el extractante como en la disolución de la muestra, con el fin 
de lograr una dispersión homogénea. Tras la extracción, las fases deben ser separadas, 
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normalmente por centrifugación y sedimentación, y el extracto enriquecido es recogido 
y analizado (Figura 3). El método dispersivo elimina los inconvenientes que presentan 
las técnicas descritas anteriormente, como la reducida superficie de contacto e 
inestabilidad de la gota, y entre sus ventajas cabe destacar la simplicidad de operación, 
rapidez, bajo coste y elevado factor de enriquecimiento. 
 
Figura 3. Esquema de los diferentes pasos del procedimiento de DLLME. 
 
1.3 Técnicas de microextracción con líquidos iónicos 
Los líquidos iónicos (ILs) son sales líquidas a temperatura ambiente o a temperaturas 
cercanas a la temperatura ambiente, tomando como punto de fusión máximo para estas 
sales 100ºC, están formados por un catión orgánico y un anión orgánico o inorgánico 
[13]. En la Figura 4 se muestran los cationes y aniones más frecuentes de los ILs. En las 
técnicas de microextracción, los ILs más utilizados son los de la familia imidazolio, 
especialmente el 1-butil-3-metilimidazolio, 1-hexil-3-metilimidazolio y 3-metil-1-
octilimidazolio. 
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Figura 4. Estructura de los cationes y aniones más frecuentes de los ILs [13]. 
La diferencia de tamaño entre el anión y el catión y la separación de cargas impide la 
organización de estas sales en estructuras cristalinas haciendo que se encuentren en 
estado líquido a bajas temperaturas. Los ILs tienen propiedades únicas entre las que se 
encuentran una buena estabilidad térmica y química, una amplia ventana 
electroquímica, conductividad iónica intrínseca, una viscosidad y densidad variables, 
baja volatilidad e inflamabilidad, una miscibilidad selectiva en agua o disolventes 
orgánicos, y una buena extractabilidad de compuestos orgánicos e iones metálicos [13-
15]. Además, uno de los aspectos a destacar en los ILs es que variando el catión o el 
anión podemos modificar significativamente sus propiedades físicas y químicas. Como 
consecuencia, la combinación de la gran variedad de cationes y aniones posibles da 
lugar a un enorme número de ILs con propiedades diferentes. Esto proporciona un 
amplio intervalo de posibilidades entre las que se puede seleccionar el IL más apropiado 
para una aplicación específica.  
La utilización de ILs como fase extractante ha aportado numerosas ventajas en las 
diferentes técnicas de LPME descritas anteriormente [13]. En SDME se ha conseguido 
superar en parte los problemas relacionados con la inestabilidad de la gota en la punta 
de la jeringa debido a su elevada viscosidad. Al mismo tiempo la inmiscibilidad de 
determinados ILs en agua permite utilizarlos en DI-SDME empleando mayores tiempos 
de extracción. En HS-SDME se evitan las pérdidas irreproducibles del disolvente 
debido a su baja presión de vapor y buena estabilidad térmica. En los poros de la 
membrana de HF-LPME los ILs permiten una extracción estable en virtud de su alta 
viscosidad y baja volatilidad, lo que conduce a una buena repetibilidad. En DLLME las 
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propiedades modulables de los ILs permiten la manipulación de su viscosidad y tensión 
superficial con lo que se consigue la formación de gotas más estables que las de los 
tradicionales disolventes orgánicos. Además, su elevada densidad también facilita la 
separación de las fases y sedimentación del extracto. Por otro lado, la utilización de los 
ILs en DLLME ha permitido el desarrollo de nuevas modalidades de microextracción, 
aprovechando las propiedades especiales de estos disolventes, como son la 
microextracción con temperatura controlada (TC-IL-DLLME) [16-18] o la 
microextracción con formación in-situ de la fase extractante (in-situ IL-DLLME) [19-
22]. En ambas modalidades la dispersión de la fase extractante tiene lugar sin la 
necesidad de un agente dispersante que pueda entrar en competencia con ella por el 
analito y se elimina el disolvente orgánico del proceso.  
En la técnica in-situ IL-DLLME se produce una reacción de metátesis en la que se 
forma un IL insoluble en la fase acuosa (fase extractante) a partir de un IL 
completamente soluble en la fase acuosa y una sal. En el seno de la disolución de la 
muestra tiene lugar un intercambio aniónico entre el IL soluble y la sal (e.g. NaPF6, 
LiNTf2), lo que produce la formación de pequeñas gotas uniformemente dispersas del 
nuevo IL insoluble. La extracción de los analitos y la reacción de metátesis se llevan a 
cabo en un solo paso, con un contacto máximo entre las fases, haciendo que la 
transferencia de analito a la fase extractante sea muy rápida y eficaz [22]. En la Figura 5 
se muestra de forma esquematizada el proceso de in-situ IL-DLLME. 
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Figura 5. Esquema de los diferentes pasos del procedimiento de in-situ IL-DLLME. 
1.4 Diseño estadístico de experimentos 
El diseño estadístico de experimentos, también denominado como diseño 
experimental, es el proceso de planear un experimento para obtener datos apropiados, 
que pueden ser analizados mediante métodos estadísticos, con objeto de producir 
conclusiones válidas y objetivas [23]. Se requiere de un enfoque estadístico del diseño 
de experimentos para obtener conclusiones significativas a partir de datos. La 
metodología estadística es el único enfoque objetivo para analizar un problema que 
involucre datos sujetos a errores experimentales. De modo que hay dos aspectos en 
cualquier problema experimental: el diseño del experimento y el análisis estadístico de 
los datos. Estos dos temas están estrechamente relacionados, ya que el método de 
análisis depende directamente del diseño empleado. 
El diseño experimental ayuda al experimentador a seleccionar la estrategia 
experimental óptima, que permita obtener la información buscada con el mínimo coste y 
evaluar los resultados experimentales obtenidos, garantizando la máxima fiabilidad en 
las conclusiones que se obtengan. 
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Las situaciones en las que se puede aplicar el diseño experimental son muy 
numerosas. De forma general, se aplica a sistemas como el mostrado esquemáticamente 
en la Figura 6.  
 
 
Figura 6. Modelo general de un proceso o sistema. 
En todos los sistemas se observan una o más variables experimentales dependientes o 
respuestas (y) cuyo valor depende de los valores de una o más variables independientes 
controlables llamadas también factores (x). Las respuestas, además, pueden estar 
influidas por otras variables que no son controladas por el experimentador (z). 
La optimización mediante diseño experimental se presenta como alternativa a la 
optimización clásica (paso a paso), en la que los inconvenientes provienen de variar un 
factor cada vez. El método clásico de optimización es clasificado como un método 
secuencial, y es también conocido como método clásico de investigación, método del 
factor único o de estrategia de un-factor-por-vez. El elevado coste de la 
experimentación y las limitaciones de tiempo obligan a ejecutar sólo los experimentos 
imprescindibles, y el método tradicional de variar un factor cada vez no suele ser la 
mejor opción. Esta estrategia de experimentación puede implicar más experimentos de 
los necesarios y, a pesar de ello, proporcionar sólo información parcial, no se mostrará 
si existe interacción entre factores. Las interacciones suelen ser muy corrientes y a veces 
son los efectos más importantes, por lo que conocerlas es imprescindible para 
comprender el comportamiento de muchos sistemas. En este método experimental se 
fijan a un determinado nivel o valor todos los factores que están siendo investigados 
menos uno de ellos. Entonces, éste último es variado hasta que se encuentre la mejor 
respuesta. Después de eso, este factor es fijado y un nuevo factor es variado dentro de 
un intervalo prefijado. Al finalizar el proceso se obtiene un conjunto de valores para 
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cada factor, dentro del cual se encuentra el óptimo, pero el proceso es largo, tedioso y 
presenta los inconvenientes arriba indicados.  
La solución, por lo tanto, debe consistir en variar más de un factor simultáneamente 
al realizar un nuevo experimento. Ello permite mejorar la eficiencia del esfuerzo del 
experimentador, y obtener información sobre las interacciones. La dificultad principal 
consiste en diseñar una experimentación reducida donde estos cambios simultáneos se 
complementen entre sí y permitan obtener la información buscada al combinar los 
resultados de todos los experimentos. El diseño estadístico de experimentos proporciona 
el marco matemático para cambiar todos los factores simultáneamente y obtener la 
información buscada con un número reducido de experimentos, es decir, con la máxima 
eficiencia. El diseño experimental conduce a una planificación con menos experimentos 
que el método de optimización paso a paso para obtener un conocimiento mayor del 
sistema o proceso. 
La aplicación del diseño de experimentos requiere tener una idea clara de qué es 
exactamente lo que se va a estudiar, cómo se van a recopilar los datos y, al menos, una 
idea cualitativa de cómo se van a analizar. Por ello, se requiere considerar las etapas que 
se enumeran a continuación: 
1) Comprender el problema y definir claramente el objetivo 
El diseño de experimentos es una herramienta para encontrar respuestas a problemas 
perfectamente identificados y especificados. Cuanto más claramente se plantea el 
problema y se identifica el propósito o información que se desea conseguir con los 
experimentos, mayor puede ser la ayuda del diseño. Para obtener una comprensión 
profunda del sistema y del problema, es necesario recopilar toda la información 
disponible sobre el sistema en estudio que pueda ser relevante para la experimentación 
que se realizará.  
2) Identificar los factores y niveles 
Es muy importante identificar y apuntar todos los factores (las variables 
independientes) que se cree que pueden tener influencia en el proceso y en la respuesta, 
aunque se crea que pueden tener poca importancia. Los factores no controlados pueden 
introducir variaciones en la respuesta que dificultan el análisis de los resultados 
experimentales. El experimentador debe elegir los factores que variarán en el 
experimento, los intervalos de dicha variación y los niveles específicos a los cuales se 
hará el experimento. Tal conocimiento suele ser una combinación de experiencia 
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práctica y comprensión teórica. Es importante investigar todos los factores que pueden 
ser de interés, y no depender demasiado de la experiencia pasada; en particular durante 
las primeras etapas de la experimentación o cuando el proceso no está muy avanzado. 
Cuando el objetivo es el escrutinio de factores o la caracterización del proceso, suele ser 
mejor mantener bajo el número de niveles de los factores (lo más común es usar dos 
niveles). 
3) Selección de la variable respuesta 
Al seleccionar la respuesta o variable dependiente, el experimentador debe estar 
seguro de que la respuesta que se va a medir realmente provee información útil acerca 
del proceso de estudio. Con mayor frecuencia, el promedio o la desviación estándar (o 
ambos) de la característica medida serán la variable de respuesta. No son raras las 
respuestas múltiples. La capacidad de medición (o el error de medición) también es un 
factor importante. Si la capacidad de medición es deficiente, sólo puede esperarse que el 
experimento detecte efectos relativamente grandes de los factores; en caso contrario 
deben hacerse repeticiones. 
4) Elección del diseño experimental 
Si los tres pasos anteriores se han seguido de manera correcta, este cuarto paso es 
relativamente fácil. Para elegir el diseño es necesario considerar el tamaño muestral 
(número de repeticiones), seleccionar un orden adecuado para los ensayos 
experimentales, y determinar si hay implicado bloqueo u otras restricciones de 
aleatorización. Es importante tener presente los objetivos experimentales al seleccionar 
el diseño. En muchos experimentos se sabe de antemano que algunos factores producen 
respuestas diferentes. Consecuentemente, hay interés en identificar qué factores causan 
esta diferencia y estimar la magnitud del cambio de la respuesta. En otras situaciones 
habrá más interés en verificar la uniformidad. 
5) Realización de la experimentación 
El diseño experimental escogido suele estar descrito mediante variables codificadas. 
Éstas se particularizan para los factores en estudio, se comprueba si los experimentos 
son posibles y, si es así, se realiza la experimentación en orden aleatorio respecto al 
orden en el cual están listados. La ejecución en orden aleatorio es necesaria para 
asegurar que los factores no contemplados introduzcan confusión y sesgo en los 
resultados. Además, es vital vigilar el proceso cuidadosamente para asegurar que todo 
se haga conforme a lo planeado. En esta fase, los errores en el procedimiento suelen 
anular la validez experimental. 
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6) Análisis de datos 
Deben emplearse métodos estadísticos para analizar los datos, de modo que los 
resultados y conclusiones sean objetivos más que apreciativos. Si el experimento se 
diseñó correctamente y si se ha realizado conforme al diseño, los métodos estadísticos 
que se requieren no son complicados. Existen muchos paquetes de software excelentes 
para el análisis de datos, y varios métodos gráficos sencillos son importantes en la 
interpretación de tales datos. El análisis de residuos y la verificación de la idoneidad del 
modelo son también técnicas de análisis de gran utilidad. 
Hay que recordar que los métodos estadísticos no pueden probar que un factor (o 
varios factores) tiene un efecto particular. Sólo proporcionan directrices para la 
veracidad y validez de los resultados. Los métodos estadísticos, aplicados 
adecuadamente, no permiten probar algo experimental, sólo hacen posible obtener el 
probable error de una conclusión, o asignar un nivel de confiabilidad a los resultados. 
La principal ventaja de los métodos estadísticos es que agregan objetividad al proceso 
de toma de decisiones. Las técnicas estadísticas, aunadas a un buen conocimiento 
técnico o del proceso y al sentido común, suelen llevar a conclusiones razonables. 
7) Conclusiones y recomendaciones 
Una vez que se han analizado los datos, el experimentador debe extraer conclusiones 
prácticas de los resultados y recomendar un curso de acción. También debe realizarse un 
seguimiento y pruebas de confirmación para validar las conclusiones del experimento.
 Existen numerosos tipos de diseños experimentales dependiendo de las 
aplicaciones. Los que aquí se presentan, son los diseños utilizados en la presente 
memoria. 
 
1.4.1 Diseño factorial 
Por diseño factorial se entiende aquel en el que se investigan todas las posibles 
combinaciones de los niveles de los factores en cada ensayo completo o réplica del 
experimento [23]. Los diseños factoriales son los más eficientes para estudiar los 
efectos producidos por dos o más factores, los cuales tienen dos o más niveles (la 
notificación más habitual para los factores por lo general es el valor -1 para el extremo 
inferior y el valor +1 para el extremo superior del experimento). Estos factores se 
estudian porque, en principio, se piensa que tienen un efecto conjunto de éstos sobre la 
respuesta. El efecto de un factor se define como el cambio en la variable respuesta 
producido por un cambio en el nivel del factor. 
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Existen varios casos especiales del diseño factorial general que resultan importantes, 
porque se usan ampliamente en el trabajo de investigación y, además, éstos constituyen 
la base para otros diseños de gran valor práctico. El caso más importante es el diseño 
factorial completo 2
k
, en el cual se tienen k factores con dos niveles cada uno (superior 
e inferior). Debido a que sólo hay dos niveles para cada factor se debe suponer que la 
respuesta es aproximadamente lineal en el intervalo de los niveles elegidos de los 
factores. El modelo estadístico de diseño 2
k
 describe los experimentos más adecuados 
para conocer simultáneamente qué efecto tienen k factores sobre una respuesta y 
descubrir si interaccionan entre ellos. Sin embargo, incluso para un número pequeño de 
factores, el número de combinaciones o tratamientos en un diseño 2
k
 es grande. 
Muchas veces no se cuenta con los recursos necesarios para llevar a cabo el 
experimento frecuentemente, o no se tiene tiempo para llevarlo a cabo una segunda vez, 
por lo que el investigador se ve en la necesidad de realizar el experimentó una sola 
ocasión. A este tipo de diseño factorial 2
k
 se le llama factorial no replicado. Los diseños 
factoriales presentan varias ventajas. Son más eficaces que los experimentos en los 
cuales se varía solo un factor, ya que permiten obtener más información con el menor 
número de experimentos posible. Además, un diseño factorial es necesario cuando hay 
presentes interacciones, para evitar conclusiones engañosas. Finalmente, estos diseños 
permiten estimar los efectos de un factor a varios niveles de los otros factores, así como 
interacciones entre dichos factores, aportando conclusiones que son válidas en un 
intervalo de condiciones experimentales. 
 
1.4.2 Diseño factorial fraccionado 
A medida que el número de factores en un diseño factorial 2
k
 aumenta, el número de 
ensayos necesarios para obtener una réplica completa sobrepasa rápidamente los 
recursos de la mayoría de los experimentadores. Una réplica completa de un diseño 2
6
 
requiere 64 ensayos. En este caso sólo 6 de los 63 grados de libertad corresponden a los 
efectos principales, y únicamente 15 corresponden a las interacciones de dos factores. 
Los 42 restantes corresponden a las interacciones de tres o más factores. 
Si el experimentador puede suponer razonablemente que algunas interacciones de 
orden superior son despreciables, la información sobre los efectos principales y las 
interacciones de menor orden puede obtenerse realizando sólo una fracción del 
experimento factorial completo. Estos diseños factoriales fraccionados [23] se 
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encuentran entre los tipos más ampliamente usados para el diseño de productos y 
procesos y para la detección y solución de problemas. 
Un uso importante de este tipo de diseño se da en los experimentos de escrutinio, 
también llamados de tamizado, cribado o “screening”. Estos son experimentos en los 
cuales se consideran muchos factores con el fin de identificar aquellos que tienen 
efectos importantes, de haberlos. Los experimentos de escrutinio suelen realizarse en las 
primeras fases de un proyecto o experimento cuando es probable que muchos de los 
factores inicialmente considerados tengan poco o ningún efecto sobre la respuesta. Los 
factores que se identifican como importantes se investigan entonces con mayor detalle 
en experimentos posteriores. 
Los diseños factoriales fraccionados se denotan como 2
k-p
, donde se estudian k 
factores con 2
k-p
 experimentos. El diseño factorial fraccionado más utilizado es el 
conocido como Plackett-Burman, un diseño saturado y que principalmente es utilizado 
para identificar las variables significativas del proceso. 
Estos diseños, atribuidos a Plackett y Burman (1946) [23,24], son diseños factoriales 
fraccionados de dos niveles (± 1), utilizados para estudiar k = N-1 factores en N 
ensayos, en donde N es múltiplo de 4. Este tipo de diseño es útil cuando N = 12, 20, 24, 
28 y 36. 
Este diseño asume que las interacciones pueden ser ignoradas y que únicamente los 
efectos principales son calculados con un número reducido de experimentos. Se emplea 
cuando se quiere conocer cuál de los factores son significativos en el proceso, y cuál 
afecta en menor grado, y por lo tanto puede ser fijado. Posteriormente los factores que 
afectan significativamente al proceso, son optimizados mediante un diseño factorial 
completo u otro tipo de diseño, como el de superficie de respuesta.  
 
1.4.3 Diseño de superficie de respuesta 
Consiste en un diseño factorial de dos niveles (2
k
), con un punto central que se repite 
n veces y 2k puntos estrella, donde k es el número de variables a optimizar. Los puntos 
estrellas están localizados a una distancia +α y –α del centro del dominio experimental. 
El modelo de superficie de respuesta central compuesto (CCD) se utiliza para evaluar 
los efectos principales, las interacciones y los efectos cuadráticos de las variables 
consideradas, de manera que el modelo propuesto es una superficie de respuesta que se 
ajusta a un polinomio de segundo grado con la siguiente forma:  
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donde 1x  y 2x  son las variables independientes, 0  es una constante, 221   son los 
coeficientes de regresión e y  es la función respuesta. 
En la presente memoria, en primer lugar se realizó una etapa de cribado para hallar 
aquellas variables cuya modificación ocasionaba cambios significativos en la respuesta 
del sistema. Posteriormente, las variables significativas se optimizaron mediante un 
diseño central compuesto (CCD). 
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2. Objetivo 
El objetivo del presente trabajo es contribuir al desarrollo y optimización de un método 
para la determinación de antioxidantes mediante microextracción líquido-líquido con 
ILs, seguida de cromatografía de líquidos (LC) con detección ultravioleta visible (UV-
VIS). Para ello se ha utilizado en la etapa de preparación de la muestra la técnica de 
microextracción in-situ IL-DLLME. La optimización de la extracción se ha realizado 
mediante un diseño de experimentos. La etapa de separación y detección se ha elevado a 
cabo por LC con detección UV-VIS. Cabe comentar que esta asociación no cumple en 
su totalidad los requisitos de la Química Analítica Ecológica ya que, por un lado, la 
etapa de extracción sí que minimiza el consumo de reactivos y de muestra, así como la 
generación de residuos debido a que se lleva a cabo una microextracción, pero en 
cambio, no ocurre lo mismo en la etapa de detección ya que se trata de una 
cromatografía de líquidos, en la que los volúmenes de disolventes utilizados son 
considerables. 
Para el desarrollo del método se ha utilizado como analitos los antioxidantes catequina, 
epicatequina y la quercetina. Además, el desarrollo de método para la determinación de 
antioxidantes es de un gran interés para campos tanto de la ciencias de la salud como 
pueden ser campos de la industria alimentaria, ya que, como se ha comentado 
anteriormente, ejercen un papel importante en determinados mecanismos en la 
interrupción de procesos de oxidación y de propagación de células cancerosas, así como 
también un exceso de ellos puede llegar a ser prooxidante para el organismo. 
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3. Parte experimental 
3.1 Reactivos 
Los antioxidantes utilizados fueron: quercetina, (-)-epicatequina y (+)-catequina, 
suministrados por Sigma-Aldrich. Las disoluciones madre de cada antioxidante con una 
concentración de 1000 mg/L se prepararon en etanol. Una vez preparadas, se 
almacenaron en viales ámbar a -18ºC. Las diferentes disoluciones de trabajo se 
prepararon diluyendo las disoluciones madre con agua ultrapura.  
El IL cloruro de 1-hexil-3-metilimidazolio [C6mim][Cl], con una pureza superior al 
98%, fue adquirido de la casa comercial Iolitec. Para la formación del IL insoluble 
[C6mim][PF6]  se utilizó la sal KPF6 de la marca Sigma-Aldrich con una pureza del 98% 
y la sal LiNTF2 con una pureza del 99.95% de la marca Sigma-Aldrich para la 
formación del IL insoluble [C6mim][NTF2]. 
Para la fase móvil se utilizó acetonitrilo grado-HPLC con una pureza del 99% de la 
casa Sigma-Aldrich y ácido acético glacial grado-HPLC con una pureza del 99.8% de la 
casa ACS SCHARLAU. Para la preparación de la mezcla ácido acético al 1% de la fase 
móvil se utilizó agua ultrapura. 
Otros reactivos utilizados fueron: Hidróxido sódico (NaOH) y cloruro sódico (NaCl), 
ambos con una pureza del 99% y suministrados por ACS Scharlau. 
 
3.2 Instrumentación 
La separación y detección de los antioxidantes fue realizada con un sistema de 
cromatografía de líquidos acoplado a un detector de UV-VIS. El sistema cromatográfico 
de la casa Agilent Technologies serie 1260 Infinity estaba compuesto por una bomba 
cuaternaria de Agilent modelo VL de número de serie DEAB807248, un desgasificador 
de membrana de vacío, un automuestrador de Agilent de número de serie 
DEAAC14073, un detector de UV-VIS de Agilent de número de serie DEAA303766 y 
un compartimento termostatizado para la columna de número de serie DEACN15428. 
La columna utilizada fue una Sinergy 4u Fusión-RP 80A C18 de Phenomenex de 250 
mm de longitud y 4.6 mm de diámetro interno. La separación de los analitos y del IL se 
llevó a cabo a un flujo de 1 mL/min con un programa de elución que se detallará en el 
apartado de resultados y discusión. 
 
 
21 
 
3.3 Herramientas estadísticas 
Se realizó un diseño de experimentos para hallar las condiciones óptimas del proceso 
de extracción. El programa NEWROD (“New Efficient Methodology fot Research 
Using Optimal Design”) (LPRAI, Marsella, Francia 2000) fue empleado para construir 
las matrices de los diseños y evaluar los resultados obtenidos.  
 
3.4 Microextracción líquida dispersiva con generación in-situ del líquido 
iónico 
En primer lugar, para facilitar la preparación, se disolvió 5 g de IL cloruro de 1-
hexil-3-metilimidazolio [C6mim][Cl] en 10 mL de agua ultrapura. Después para la 
preparación de las extracciones se utilizaron 120 µL de dicha disolución que se pone en 
un tubo cónico. Seguidamente, se añadieron 4 mL de una disolución salina al 10% y se 
agita con vortex. A continuación, se añadieron 100 µL de los patrones de antioxidante 
con una concentración de 100 ppm preparada con agua ultrapura y se volvió a agitar con 
vortex. En segundo lugar, se añadieron 53.37 g de sal  KPF6 para tener una relación 
molar IL:KPF6
 
1:1, se tapó el tubo y se agitó manualmente durante 30 segundos. 
Después el tubo se introdujo en un vaso con hielo durante 5 minutos para favorecer la 
separación de las fases. Seguidamente se centrifugó durante 5 min a 2000 rpm para 
lograr la separación de las fases. Por último se retiró cuidadosamente la fase superior 
acuosa y se recogieron con una jeringa 15 µL del IL [C6mim][PF6] formado y 
enriquecido con los antioxidantes. Estos 15 µL se dispusieron en viales para su posterior 
análisis en el sistema cromatográfico. 
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4. Resultados y Discusión 
4.1 Estudio de las condiciones cromatografías 
En la optimización de las condiciones cromatográficas se estudiaron dos puntos: (1) 
el programa de elución y (2) la longitud de onda seleccionada para la detección de los 
analitos mediante UV-VIS. 
La fase móvil está formada por dos eluyentes: ácido acético al 1% ajustado a pH 4 
(HAc; canal B) y acetonitrilo (ACN; canal D). La velocidad de flujo se fijó a 1 mL/min. 
Esta fase móvil había sido probada anteriormente en la bibliografía. 
Se estudiaron dos programas de elución (Tabla 3 y 4): 
 
Tabla 3. Programa de Elución 1. 
 
 
 
Tabla 4. Programa de Elución 2. 
 
 
 
 
 
 
El programa 1 (Tabla 3) constaba de un flujo isocrático en 80% para el canal B 
(ácido acético) y 20% para el canal D (ACN) durante 10 minutos. 
El programa 2 (Tabla 4), constaba de una primera etapa de 0 a 10 minutos en los que 
el flujo se mantenía estable en 80% para el canal B y 20% para el canal D. Después la 
segunda etapa de 10 a 12 minutos, se creaba un gradiente lineal de 80% a 0% para el 
canal B y de 20% a 100% en el canal D. Una tercera etapa donde el flujo se mantenía 
estable en 100% para el canal D en los minutos del 12 al 17. En la cuarta etapa, pasa por 
otro gradiente lineal en el cual el canal B pasa de 0% a 80% y en el canal D del 100% al 
Tiempo (min) HAc (%) ACN (%) 
0 80 20 
10 80 20 
Tiempo (min) HAc (%) ACN (%) 
0 80 20 
10 80 20 
12 0 100 
17 0 100 
19 80 20 
23 80 20 
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20% volviendo así a una etapa inicial entre los minutos 17 y 19. Por último esta 
proporción se mantenía del minuto 19 al 23. 
La principal diferencia entre ambos programas es el uso de ACN después de los 10 
minutos. Este disolvente fue introducido porque en los primeros análisis se observó que 
al ser el IL muy viscoso quedaban retenido dentro de la columna cromatográfica si se 
empleaba el programa de elución 1. Por ello se seleccionó el primer programa para 
analizar las disoluciones patrones de los antioxidantes y el segundo programa se utilizó 
para analizar los extractos obtenidos en las extracciones. 
Por último, se realizó el estudio de la señal obtenida a tres longitudes de onda: 280, 
320 y 369 nm. Para ello se preparó una disolución que con los tres antioxidantes a una 
concentración de 10 mg/L. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7, en la 
cual se observa que la señal obtenida fue más intensa con la longitud de onda de 280 
nm. Por ello, 280 nm fue la longitud de onda seleccionada.  
 
 
 
Figura 7. Estudio de la señal obtenida a diferentes longitudes de onda. 
Por último, se estudiaron los tiempos de retención de los diferentes antioxidantes 
utilizados en el este trabajo. Para ello, se inyectó la disolución de 10 mg/L de 
concentración de los tres antioxidantes. La catequina presenta un tiempo de retención de 
4,4 minutos, epicatequina presenta un tiempo de retención de 5.45 minutos y la 
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quercetina presenta un tiempo de retención de 6.38 minutos como se puede observar en 
la Figura 8. 
 
Figura 8. Cromatograma obtenido con la mezcla de los tres antioxidantes. 
 
4.2 Estudio del efecto de diferentes sales para la formación del IL insoluble 
Dos sales, KPF6 y LiNTf2, fueron estudiadas para la formación del IL insoluble como 
fase extractante (i.e., [C6mim][NTF2] [C6mim][PF6]). 
Los resultados obtenidos para el IL [C6mim][NTF2] se muestran en la Figura 9. Se 
puede observar que ninguno de los antioxidantes fue extraído con este IL como fase 
extractante. Sin embargo, los tres antioxidantes estudiados fueron extraídos con el IL 
[C6mim][PF6] (Figura 10) Estos resultados están relacionados con la polaridad de los 
dos ILs. Los antioxidantes son compuestos polares, por ello, son extraídos con el IL más 
polar, es este caso el [C6mim][PF6]. 
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Figura 9. Cromatograma de las extracciones preparadas con sal LiNTF2. 
 
Figura 10. Cromatograma de las extracciones preparadas con sal KPF6. 
 
4.3 Optimización del método de extracción mediante diseño de experimentos 
4.3.1 Diseño de cribado 
El diseño factorial fraccionado de Plackett-Burman fue empleado para evaluar las 
diferentes variables y seleccionar aquéllas que resultaban significativas. El diseño de 
Plackett-Burman consiste en un diseño factorial fraccionado saturado de dos niveles 
(+1,-1) utilizado para estudiar k = N – 1 variables, con N ensayos, siendo N múltiplo de 
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4 [23]. Este diseño asume que las interacciones entre variables pueden ser ignoradas y 
calcula los efectos principales con un número reducido de experimentos.  
De acuerdo con la bibliografía [20] y la experiencia del grupo de investigación en 
técnicas de microextracción líquida [25-27], las variables experimentales seleccionadas 
fueron: Volumen de muestra, cantidad de IL ([C6mim][Cl]), relación molar entre el IL y 
la sal KPF6 (relación IL:KPF6), efecto salino (%, NaCl), tiempo de extracción, tiempo 
de centrifugación y velocidad de centrifugación. De este modo se realizaron un total de 
12 experimentos con 7 variables. Las variables seleccionadas, así como los dos niveles 
utilizados (+1,-1) y la matriz de 12 experimentos del diseño de Plackett-Burman se 
muestran en la Tabla 5. La respuesta estudiada en la etapa de cribado fue el área de pico 
de cada uno de los antioxidantes utilizados, obtenida por LC. Los diferentes 
experimentos se llevaron a cabo en un orden aleatorio proporcionado por el software 
para tener en cuenta las variables no controlables que pudieran ocasionar algún tipo de 
tendencia en la respuesta. 
 
Tabla 5. Variables experimentales, niveles y matriz de experimentos del diseño de 
Plackett-Burman. 
Variables Código 
Nivel 
Inferior (-1) Superior (+1) 
[C6mim][Cl] (mg) IL 60 120 
Volumen de muestra (mL) M 5 10 
Cantidad NaCl (%, w/v) S 0 10 
Relación IL:KPF6 K 1:1 1:3 
Tiempo de extracción (min) TE 0.5 1 
Tiempo de centrifugación (min) TC 5 10 
Velocidad de centrifugación (rpm) VC 2000 4000 
 
Nº 
Exp. 
IL M S K TE TC VC 
Respuesta 
Catequina Epicatequina Quercetina 
1 1 1 -1 1 1 1 -1 21.6 10.30 9.6 
2 -1 1 1 -1 1 1 1 239.60 10.0 9.20 
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3 1 -1 1 1 -1 1 1 266.0 8.1 14.70 
4 -1 1 -1 1 1 -1 1 102.40 6.30 6.90 
5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 290.90 19.10 10.60 
6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 145.50 12.40 9.3 
7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 117.50 7.9 5.9 
8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 126.20 8.10 11.30 
9 1 1 1 -1 -1 -1 1 281.10 8.20 5.20 
10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 345.80 9.10 10.70 
11 1 -1 1 1 1 -1 -1 325.10 9.20 8.30 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 244.50 8.20 21.10 
 
En primer lugar, se muestra en las Figuras 11 y 12 los cromatogramas obtenidos en los 
12 experimentos 
 
Figura 11. Perfil cromatográfico de las extracciones de la 1 a la 6. 
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Figura 12. Perfil cromatográfico de las extracciones de la 7 a la 12. 
 
Se realizó un test de ANOVA para evaluar los datos y los efectos estadísticamente 
significativos fueron determinados usando el test “t de Student” con el 95% de 
probabilidad [28,29]. Los resultados se muestran en el diagrama de Pareto de las 
Figuras 13-15. La longitud de la barra es proporcional al valor absoluto del efecto 
estimado. Los efectos que superan la línea vertical de referencia pueden ser 
considerados significativos con un 95% de probabilidad. Por otro lado, el valor positivo 
o negativo de los efectos indica si la variable respuesta aumenta o disminuye, 
respectivamente, cuando se pasa del nivel inferior al superior de una variable en 
concreto. 
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Figura 13. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la catequina. 
 
         
Figura 14. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la epicatequina. 
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Figura 15. Diagrama de Pareto de los efectos obtenidos con el diseño de Plackett-
Burman para la quercetina. 
De acuerdo con la Figura 13, todas las variables excepto la relación molar IL:KPF6 y 
la velocidad de centrifugación mostraron un efecto significativo para la catequina. La 
cantidad de NaCl (% w/v) fue la más significativa con valor positivo. Este efecto está 
relacionado con el fenómeno “salting-out” que favorece el paso de los analitos a la fase 
extractante. Otra de las variables significativas fue la cantidad de IL soluble con efecto 
negativo. Fenómeno relacionado con que a menor cantidad de fase extractante, mayor es 
la concentración del analito en el extracto. Estas dos variables fueron las optimizadas en 
el paso posterior mediante un diseño CCD. 
El volumen de muestre presento un efecto negativo y significativo con lo que fue 
fijado a valor de 5 mL. 
El tiempo de extracción presentaba un efecto negativo no significativo. La velocidad 
de transferencia del analito desde la fase acuosa al IL es elevada, debido la existencia de 
un buen contacto entre las fases, de tal forma que 0.5 minutos de extracción son 
suficientes para alcanzar el equilibrio. 
El tiempo y la velocidad de centrifugación presentaban un efecto negativo no 
significativo, por lo que dichas variables fueron fijadas en su nivel inferior, de 5 
minutos y 2000 rpm, respectivamente. La etapa de centrifugación es importante en 
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DLLME ya que si ésta no es adecuada, la fase extractante no es completamente 
separada de la fase acuosa. 
Finalmente, se obtuvo que la relación molar IL:KPF6 tenía un efecto negativo no 
significativo por lo que dicha variable fue fijada en su nivel inferior, es decir, 
manteniendo la relación estequiométrica entre el [C6mim][Cl] y el KPF6.  
Observando las Figuras 14 y 15, se puede decir que ninguna variable presento efecto 
significativo ni para epicatequina ni para quercetina. Esto puede ser debido a que a la 
vista de los resultados de las respuestas (Tabla 5), las diferencias entre los experimentos 
no fueron importantes y están relacionados con la baja extracción de estos dos analitos.  
4.3.2 Diseño de superficie de respuesta 
El siguiente paso fue llevar a cabo la optimización de dos de las variables 
significativas, cantidad de NaCl (%) y cantidad de IL. El objetivo era obtener la mejor 
respuesta posible, es decir, la mayor cantidad de antioxidantes en la fase extractante. La 
respuesta, como en el apartado anterior, fue el área de pico obtenida para cada 
antioxidante en LC. En este caso, se utilizó el diseño de experimentos central 
compuesto (CCD), explicado anteriormente en el punto 1.4.3 de este trabajo. 
Se fijó una distancia axial α = 4 2k =1,41 con el fin de asegurar la rotabilidad del 
modelo y el punto central se repitió 5 veces para asegurar su ortogonalidad. El punto 
central de cada factor es cero y el diseño es simétrico en torno a él. El número total de 
experimentos fue de 13. El modelo propuesto fue una superficie de respuesta que se 
ajusta a un polinomio de segundo grado con la siguiente forma: 
2
222
2
111211222110 xxxxxxy    
donde 1x  y 2x  son las variables independientes (cantidad de NaCl y cantidad de IL), 0  
es una constante, 221   son los coeficientes de regresión e y  es la función respuesta. 
En la Tabla 6 se muestran el punto central, el nivel superior, el nivel inferior y los 
puntos estrellas de las dos variables experimentales consideradas, así como la matriz de 
experimentos realizados. Los diferentes experimentos se llevaron a cabo en un orden 
aleatorio proporcionado por el software para tener en cuenta las variables no 
controlables que pudieran ocasionar algún tipo de tendencia en la respuesta [28] 
también se presentan las áreas de los picos obtenidos para los diferentes antioxidantes. 
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Tabla 6. Punto central, nivel superior, nivel inferior y puntos estrellas de las dos 
variables experimentales consideradas y matriz del diseño CCD. 
Variable 
experimental 
Nivel 
Puntos 
estrella 
(α =1,41) 
Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) -α + α 
Cantidad IL (mg) 80 110 140 67.5 153 
Cantidad NaCl 
(% v/w) 
10 20 30 6 34 
  
Nº Exp. 
Cantidad de 
IL 
% NaCl 
Respuesta 
 Catequina Epicatequina Quercetina 
1 -1 -1 253.1 16.0 11.0 
2 1 -1 272.3 10.4 11.2 
3 -1 1 493.9 28.4 25.1 
4 1 1 498.4 11.0 16.0 
5 -1.41 0 84.7 21.9 19.5 
6 1.41 0 93.6 8.8 15.6 
7 0 -1.41 84.0 6.9 14.5 
8 0 1.41 124.0 29.2 22.3 
9 0 0 10.5 10.7 11.1 
10 0 0 36.1 13.2 11.8 
11 0 0 15.0 15.7 15.9 
12 0 0 12.7 11.0 20.9 
13 0 0 15.0 8.8 9.1 
 
En las Figuras 16, 17 y 18 se muestran las superficies de respuesta obtenidas con el 
diseño CCD para cada antioxidante. 
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Figura 16. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la catequina. 
 
Figura 17. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la epicatequina. 
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Figura 19. Superficie de respuesta obtenida con el diseño CCD para la quercetina. 
Como se puede observar, los puntos máximos para los tres antioxidantes se podría 
decir que están en un porcentaje de sal más o menos elevado (≥30%) y una cantidad de 
IL ≈ de 100 mg. 
Los resultados confirman el efecto de la cantidad de NaCl sobre la extracción, a 
mayor cantidad de Sal mayor solvatación de las moléculas de agua, y por tanto se 
favorece el paso de los analitos a la fase extractante. 
En este estudio, el efecto de la cantidad de IL es menos pronunciado y una cantidad 
de 100 mg es la cantidad adecuada para realizar la extracción. 
Finalmente, las condiciones óptimas para realizar la extracción de antioxidantes se 
muestre en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Condiciones óptimas para realizar la extracción. 
[C6mim][Cl] (mg) 100 
Volumen de muestra (mL) 5 
Cantidad NaCl (%, w/v) 30 
Relación IL:KPF6 1:1 
Tiempo de extracción (min) 0.5 
Tiempo de centrifugación (min) 5 
Velocidad de centrifugación (rpm) 2000 
  
35 
 
5. Conclusiones 
En este trabajo se ha propuesto  un método analítico en el que se miniaturiza la etapa 
de preparación de la muestra para la extracción de antioxidantes. La modalidad de 
microextracción utilizada es de manejo sencillo, rápida, económica, ecológica y eficaz, 
ya que se logra una buena extracción del analito en un periodo corto de tiempo por el 
buen contacto existente entre las fases. Por otro lado, con la generación in-situ del IL 
extractante se logra la dispersión de la fase extractante sin necesidad de un agente 
dispersante que pueda entrar en competencia con ella por el analito. Se ha optimizado la 
etapa de microextracción utilizando un diseño estadístico de experimentos con lo que se 
ha conseguido reducir el consumo de tiempo, dinero, energía y reactivos, y la 
generación de residuos, al minimizar el número de experimentos necesarios para la 
obtención de los resultados óptimos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
36 
 
6. Referencias 
1- J. Mataix, Estrés oxidativo. Agresión y defensa antioxidante. En: J. Mataix, 
Nutrición y alimentación humana 2ª ed. Madrid: Ergon, 2009. 
2- D.A. Luis, R. Aller, Papel de los flavonoides del té en la protección 
cardiovascular. An. Med. Interna., 2008; 25:105. 
3- S. Yoshizawa, T. Horiuchi, H. Fuijiki, T. Yoshida, T. Okuda, T. Sugimura. 
Antitumor promoting activity of (-)-epigallatocatechin gallate, the main 
constituent of “tannin” in green tea. Phytother res., 1987; 1: 44. 
4-  E. Baladia, J. Basulto, M. Manera, R. Martínez , D. Calbet, Efecto del consumo 
de té verde o extractos de té verde en el peso y en la composición corporal; 
revisión sistematica y metaanálisis. Nut. Hosp., 2014; 29(3): 479. 
5- A. Gałuszka, Z. Migaszewski, J. Namieśnik, The 12 principles of green 
analytical chemistry and the SIGNIFICANCE mnemonic of green analytical 
practices. TrAC Trends Anal. Chem., 2013; 50: 78. 
6- A. Sarafraz-Yazdi, Surfactant-based extraction methods. TrAC Trends Anal. 
Chem., 2011; 30: 918. 
7- E. Aguilera-Herrador,  R. Lucena, S. Cárdenas, M. Valcárcel, The roles of ionic 
liquids in sorptive microextraction techniques. TrAC Trends Anal. Chem., 2010; 
29: 602. 
8- J.M. Kokosa, Advances in solvent-microextraction techniques. TrAC Trends 
Anal. Chem., 2013; 43: 2. 
9- A. Jain, K.K. Verma, Recent advances in applications of single-drop 
microextraction: A review. Anal. Chim. A, 2011; 706: 37. 
10- F. Pena-Pereira, I. Lavilla, C. Bendicho, Liquid-phase microextraction 
techniques within the framework of green chemistry. TrAC Trends Anal. Chem., 
2010; 29: 617. 
37 
 
11- M. Rezaee, Y. Assadi,  M.R. Milani Hosseini, E. Aghaee,  F. Ahmadi, S. 
Berijani, Determination of organic compounds in water using dispersive liquid-
liquid microextraction. J. Chromatogr. A, 2006; 1116: 1. 
12- A.  Sarafraz-Yazdi,  A. Amiri, Liquid-phase microextraction. TrAC Trends 
Anal. Chem. Acta, 2010; 29: 1. 
13- P. Sun, D.W. Armstrong, Ionic liquids in analytical chemistry, Anal. Chim. 
Acta, 2010; 661:1. 
14- E. Aguilera-Herrador, R. Lucena, S. Cárdenas, M. Valcárcel, The roles of ionic 
liquids in sorptive microextraction techniques, TrAC Trends Anal. Chem., 2010; 
29: 602. 
15- J.F. Liu, J.A. Jönson, G.B. Jiang, Application of ionic liquids in analytical 
chemistry, TrAC Trends Anal. Chem., 2005; 24:20. 
16-  F. Kamarei, H. Ebrahimzadeh, Y. Yamini, Optimization of temperature-
controlled ionic liquid dispersive liquid phase microextraction combined with 
high performance liquid chromatography for analysis of chlorobenzenes in water 
samples, Talanta, 2010; 83: 36. 
17- Q. Zhou,  H. Bai, G. Xie, J. Xiao, Temperature-controlled ionic liquid dispersive 
liquid phase microextraction, J. Chromatogr, A, 2008; 1177: 43. 
18- Q. Zhou, L. Pang, J. Xiao,  Ultratrace determination of carbamate pesticides in 
water samples by temperature controlled ionic liquid dispersive liquid phase 
microextracction combined with high performance liquid phase 
chromatography, Microchim. Acta, 2011; 173: 477. 
19- M. Baghadadi, F. Shemirani, In situ solvent formation microextraction base on 
ionic liquids: A novel sample preparation technique for determination of 
inorganic species in saline solutions, Anal. Chim. Acta, 2009; 634: 186. 
20- C. Yao, J.L. Anderson, Dispersive liquid-liquid microextraction using an in situ 
metathesis reaction to form an ionic liquid extraction phase for the 
38 
 
preconcentration of aromatic compounds from water, Anal. Bioanal. Chem., 
2009; 395: 1491. 
21- S. Mahpishanian, F. Shemirani,  Preconcentration procedure using in situ solvent 
formation microextraction in the presence of ionic liquid for cadmium 
determination in saline samples by flame atomic absorption spectrometry, 
Talanta, 2010; 82: 471. 
22- F. Galán-Cano,  R. Lucena, S. Cárdenas, M. Valcárcel,  Ionic liquid based in situ 
solvent formation microextraction coupled to thermal desorption for 
chlorophenols determination in water by gas chromatography/mass 
spectrometry, J. Chromatogr. A, 2012; 1229: 48. 
23-  D.C. Montgomery, Diseño y análisis de experimentos; Grupo Editorial 
Iberoamérica S.A. de C.V.: México, 1991. 
24-  R.H. Myers, D.C. Montgomery, Response Surface Methodology; Wiley: New 
York, 2002. 
25- L. Vidal, E. Psillakis, C.E.  Domini, N. Grané, F. Marken, A. Canals, An ionic 
liquid as a solvent for headspace single drop microextraction of chrolobenzenes 
from water samples, Anal. Chim. Acta, 2007; 584: 189. 
26- L. Vidal, A. Chisvert, A. Canals, A. Salvador, Sensitive determination of free 
benzophenone-3 in human urine samples base on an ionic liquid as extractant 
phase in single-drop microextraction prior to liquid chromatography analysis, J. 
Chromatogr. A, 2007; 1174: 95. 
27- L. Vidal, C.E. Domini, N. Grané, E. Psillakis, A. Canals, Microwave-assisted 
headspace single-drop microextraction of chlorobenzenes from water samples, 
Anal. Chim. Acta, 2007; 592: 9. 
28- Y. Vander Heyden, C. Hartmann, D.L. Massart, L. Michel, P. Kiechle, F. Erni, 
Ruggedness tests for a high-performance liquid chromatographic assay: 
comparison of an evaluation at two and three levels by using two-level Plackett-
Burman designs, Anal. Chim. Acta, 1995; 316: 15. 
39 
 
29- H. Fabre, N. Mesplet, Robustness testing for a capillary electrophoresis method 
using the “short-end injection” technique, J. Chromatogr. A, 2000;  897: 32. 
 
